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(54) Title: TRANSGENIC PLANT CELLS AND PLANTS HAVING AN INCREASED GLYCOLYSIS RATE 

(54) Bezeichnung: TRANSGENE PFLANZENZELLEN UND PFLANZEN MIT GESTEIGERTER GLYKOLYSERATE 

(57) Abstract 



The invention concerns transgenic plant cells and plants having an increased glycolysis rate. The glycolysis rate is increased by 
the introduction and expression in plant cells of a DNA sequence which codes for an invertase, preferably a deregulated or unregulated 
invertase, and a DNA sequence which codes for a hexokinase, preferably a deregulated or unregulated hexokinase. The invention further 
concerns processes and recombinant DNA molecules for producing plant cells and plants having an increased glycolysis rate. 

(57) Zusammenfassung 

Es werden transgene Pflanzenzellen und Pflanzen mit einer gesteigerten Glykolyserate beschrieben. Die Steigerung der Glykolyserate 
wird erreicht durch die EinfQhrung und Expression einer DNA-Sequenz, die eine Invertase, vorzugsweise eine deregulierte oder unregulierte 
Invertase, codiert, sowie einer DNA-Sequenz, die eine Hexokinase codiert, vorzugsweise eine deregulierte oder unregulierte Hexokinase, 
in pflanzlichen Zellen. Femer werden Verfahren und rekombinante DNA-Molekule zur Herstellung von Pflanzenzellen und Pflanzen mit 
gesteigerter Glykolyserate beschrieben. 
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a Traxisgene Pf lanzenzellen und Pflanzen mit gesteigerter 

Glykolyserate 

Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pf lanzenzellen 
und Pflanzen mit einer im Vergleich zu nicht-transf ormierten 
Pflanzen gesteigerten Glykolyserate. Die Steigerung der Gly- 
kolyserate wird erreicht durch die Einfuhrung und Expression 
einer DNA-Sequenz , die eine cytosolische Invertase, vorzugs- 
weise eine deregulierte oder unregulierte Invertase codiert, 
sowie einer DNA-Sequenz, die eine cytosolische Hexokinase, 
vorzugsweise eine deregulierte oder unregulierte Hexokinase 
codiert, in pflanzlichen Zellen. Die Erfindung betrifft 
ebenfalls Verfahren und rekombinante DNA-Molekule zur Her- 
stellung von transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen, mit ge- 
steigerter Glykolyserate, sowie die Verwendung von DNA-Se- 
guenzen, die Proteine mit der enzymatischen Aktivitat einer 
Invertase oder Proteine mit der enzymatischen Aktivitat 
einer Hexokinase codieren, zur Herstellung von Pflanzen, die 
eine gesteigerte Glykolyserate aufweisen. 

Bedingt durch den kontinuierlich steigenden Bedarf an Le- 
bensmitteln, der aus der standig wachsenden Weltbevolkerung 
resultiert, ist eine der Aufgaben der biotechnologischen 
Forschung, sich um eine Steigerung des Ertrags von Nutz- 
pflanzen zu bemuhen. Eine Moglichkeit, dies zu erreichen, 
besteht in der gezielten gentechnischen Veranderung des Me- 
tabolismus von Pflanzen. Ziele sind dabei beispielsweise die 
Primarprozesse der Photosynthese, die zur C0 2 -Fixierung fuh- 
ren, die Transportprozesse, die an der Verteilung der Pho- 
toassimilate innerhalb der Pflanze beteiligt sind, als auch 
Stof fwechselwege, die zur Synthese von Speicherstof f en, z.B. 
von Starke, Proteinen oder Olen fuhren. Beschrieben wurde 
beispielsweise die Expression einer prokaryontischen Aspara- 
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gin- Synthetase in pflanziichen Zellen, wodurch es bei den 
transgenen Pflanzen u.a. zu einer Steigerung der Biomasse- 
produktion kommt (EP-3 0 511 979) . Ebenfalls vorgeschlagen 
wurde die Expression einer prokaryontischen Polyphosphate - 
nase im Cytosol transgener Pflanzen, wodurch es bei Kartof - 
felpflanzen zu einer Ertragssteigerung in bezug auf das 
Knollengewicht von bis zu 30 % kommt. Weiterhin wird in der 
EP-A2 0 442 592 die Expression einer apoplastischen Inver- 
tase in Kartof f elpf lanzen beschrieben, die ebenfalls zur Er- 
hdhung des Ertrages derartig veranderter transgener Pflanzen 
fuhrt. Weitere Versuche konzentrierten sich auf die Modifi- 
kation der Aktivitaten von Enzymen, die an der Synthese von 
Saccharose als dem wichtigscen Transportmetaboliten in den 
meisten Pflanzen beteiligt sind (vgl . z.B. Sonnewald et al., 
Plant Cell and Environment 17 (1995) , 649-658) . 
In der wo 91/19895 ist weiterhin beschrieben, da£ die Erho- 
hung der Starkebiosynthese durch Uberexpression eines dere- 
gulierten Enzyms der ADP-Glucosepyrophosphorylase zu einer 
verstarkten Allokation von Saccharose in Kartof felknollen 
fuhrt, die dort in Form von Starke gespeichert werden. 
Wahrend sich viele dieser Anwendungen mit den Schritten be- 
schaftigen, die entweder zur Bildung von Photoassimilaten in 
Blattem fuhren (vgl. auch EP 466 995) oder aber mit der 
Bildung von Polymeren wie Starke oder Fructanen in Speicher- 
organen transgener Pflanzen (z.B. WO 94/04692), gibt es bis- 
her keine erfolgversprechenden Ansatze, die beschreiben, 
welche Modif ikationen in den primaren Stof fwechselwegen ein- 
zufiihren sind, um eine Erh6hung der Glykolyserate zu errei- 
chen. Eine Erhohung der Glykolyserate ist z.B. fur alle jene 
Prozesse in der Pflanze von Bedeutung, fur die grofiere Men- 
gen von ATP benotigt werden. Dies gilt z.B. fur viele Trans- 
portprozesse iiber Membranen, die durch ein Membranpotential 
bzw. einen Protonengradienten getrieben werden, der durch 
die Aktivicat einer H + -ATPase erzeugt wird. Ferner ist eine 
Erhohung der Glykolyserate von Bedeutung . fur das Wachstum im 
Meristem, die Umsteuerung vom vegetativen zum generativen 
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Wachstum, sowie fur die Synthese verschiedener Speicher- 
stoffe, insbesondere von Olen. 

Somit liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, Pflanzenzel- 
len und Pflanzen mit gesteigerter Glykolyserate sowie Ver- 
fahren und DNA-Molekiile zu deren Herstellung zur Verfugung 
zu stellen. 

Die Losung dieser Aufgabe erfolgt durch die Bereitstellung 
der in den Patentanspruchen bezeichneten Ausfuhrungsf ormen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzen- 
zellen mit einer im Vergleich zu nicht - trans formiert en 
Pf lanzenzellen gesteigerten Glykolyserate, bei denen es auf- 
grund der Einfuhrung und Expression von DNA-Sequenzen, die 
eine cytosolische Invertase codieren, • sowie von DNA-Sequen- 
zen, die eine cytosolische Hexokinase codieren, zu einer Er- 
hohung der Invertase- und Hexokinaseaktivitat kommt. Die 
transgenen Zellen konnen dabei jeweils eine oder mehrere 
DNA-Sequenzen enthalten, die eine Invertase bzw. eine Hexo- 
kinase codieren. 

Es wurde iiberraschend gefunden, daS durch die Einfuhrung und 
Expression von DNA-Sequenzen, die ein Protein mit der enzy- 
matischen Aktivitat einer Hexokinase codieren, bei gleich- 
zei tiger Einfuhrung und Expression von DNA-Sequenzen, die 
ein Protein mit der enzymatischen Aktivitat einer Invertase 
codieren, im Cytosol pflanzlicher Zellen, eine drastische 
Erhohung der Glykolyserate in derart veranderten Pflanzen- 
zellen im Vergleich zu nicht veranderten Pf lanzenzellen er- 
reicht werden kann. Die Expression einer Invertase pilzli- 
chen Ursprungs im Cytosol wurde bereits beschrieben (vgl. 
EP-A2 442 592) . Beschrieben wurde jedoch lediglich die Ex- 
pression der pilzlichen Invertase im Cytosol pflanzlicher 
Zellen allein. Nicht beschrieben wurde die Verwendung der 
cytosolischen Invertase zur Erhohung der Glykolyserate, ins- 
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besondere in Kombination mit der Expression einer Hexoki- 
nase . 

Eine gesteigerte Glykolyserate bedeutet, dafi die transgenen 
Pflanzenzellen, die mit DNA-Sequenzen transf ormiert wurden, 
die zur zusatzlichen Synthese einer Invertase und einer 
Hexokinase im Cytosol der Zellen fuhren, im Vergleich zu 
nicht- transf ormierten Pflanzenzellen eine erhohte Glykoly- 
serate aufweisen, vorzugsweise eine Glykolyserate, die urn 
mindestens 30 % erhoht ist, insbesondere eine, die urn minde- 
stens 50 % bis 100 % erhoht ist, und besonders eine, die urn 
mehr als 100 % bis .200 % erhdht ist, vorzugsweise urn mehr 
als 300 %. Die Bestimmung der Glykolyserate durch Bestimmung 
der entsprechenden Stof f wechselintermediate ist ausfuhrlich 
in den Beispielen beschrieben. Die Steigerung der Glykoly- 
serate kann beispielsweise bestimmt werden durch die Konzen- 
trationserhohung an Glucose- 6 - Phosphat , Fructose- 6 -Phosphat, 
3-Phosphoglycerat, Pyruvat oder ATP. Im Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung erfolgt die Bestimmung der Steigerung der 
Glykolyserate vorzugsweise durch Bestimmung der Zunahme an 
Pyruvat . 

Die Steigerung der Glykolyserate wird dabei im Vergleich .mit 
nicht -transf ormiert en Zellen bestimmt- Das bedeutet, da£ man 
Material von Pflanzen, die als Ausgangsmaterial fur die Ein- 
fuhrung der oben genannten DNA-Sequenzen verwendet wurden, 
zur Bestimmung der Glykolyserate heranzieht und die bei die- 
sem ermittelte Glykolyserate mit der vergleicht, die Mate- 
rial von Pflanzen der entsprechenden Art oder Linie nach der 
Transformation mit den oben beschriebenen DNA-Sequenzen auf- 
weist . 

Die Bereitstellung groSerer Mengen an ATP durch eine gestei- 
gerte Glykolyserate ermoglicht beispielsweise die Steigerung 
verschiedener energieabhangiger Transport- und Wachstumspro- 
zesse. Die Bereitstellung hoherer Pyruvatkonzentrationen als 
Resultat einer erhohten Glykolyserate fuhrt zu erhohten Men- 
gen an AcetylCoA, das beispielsweise fur die verstarkte Syn- 
these von Olen, Fetten oder Isoprenoid-Derivaten verwendet 
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werden kann. Werden in den Zellen gieichzeitig DNA-Sequenzen 
exprimiert, die die Synthese von Polyhydroxyalkansauren er- 
moglichen, kann das AcetylCoA ebenfalls zur Bildung derarti- 
ger Alkansauren verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung handelt 

es sich bei den DNA-Sequenzen, die eine Invertase bzw. eine 

Hexokinase codieren, urn DNA-Sequenzen, die eine Invertase 

bzw, Hexokinase codieren, die im Vergleich zu normalerweise 

in pf lanzlichen Zellen vorkomraenden Invertasen bzw. Hexoki- 

nasen dereguliert oder unreguliert sind. Dereguliert bedeu- 

tet dabei, daJS diese Enzyme nicht in der gleichen Weise re- 

# 

guliert werden, wie die in nicht -modif izierten Pflanzenzel- 
len normalerweise gebildeten Invertase- und Hexokinaseen- 
zyme, Insbesondere unterliegen diese Enzyme anderen Regula- 
tionsmechanismen, d.h. sie werden nicht in demselben AusmaS 
durch die in den Pf lanzenzellen vorhandenen Inhibitoren in- 
hibiert bzw. durch Metaboliten allosterisch reguliert. Dere- 
guliert bedeutet dabei vorzugsweise, dafi die Enzyme eine ho- 
here Aktivitat als endogen in Pf lanzenzellen exprimierte In- 
vertasen oder Hexokinasen aufweisen. Unreguliert bedeutet. im 
Rahmen dieser Erfindung, daS die Enzyme in pf lanzlichen Zel- 
len keiner Regulation unterliegen. 

Bei den DNA-Sequenzen, die ein Protein mit der enzymatischen 
Aktivitat einer Invertase codieren, kann es sich sowohl urn 
DNA-Sequenzen handeln, die prokaryontische, insbesondere 
bakterielle Invertasen codieren, als auch urn solche, die 
eukaryoncische, d.h. Invertasen aus Pflanzen, Algen, Pilzen 
oder tierischen Organismen codieren. Unter den Begriff Pilze 
fallen im Rahmen dieser Erfindung auch Hefen, insbesondere 
solche der Gattung Saccharomyces, wie z.B. Saccharomyces 
cerivisiae. Bei den durch die Sequenzen codierten Enzymen 
kann es sich sowohl urn bekannte in der Natur vorkommende En- 
zyme handeln, die eine abweichende Regulation durch ver- 
schiedene Substanzen -aufweisen, insbesondere durch die 
pf lanzlichen Invert aseinhibitoren, als auch urn Enzyme, die 
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durch Mutagenese von DNA-Sequenzen, die bekannte Enzyme aus 
Bakterien, Algen, Pilzen, Tieren oder Pflanzen codieren, 
hergsstellt wurden. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form dar vorliegendeh Erfin- 
dung codieren die DNA-Sequenzen Proteine mit der en- 
zymatischen Aktivitat einer Invertase aus Pilzen. Derartige 
Enzyme weisen den Vorteil auf, daS sie im Vergieich zu 
pflanzlichen Invertasen nicht durch pflanzliche Invertase- 
inhibitoren reguliert werden. Bevorzugt werden DNA-Sequenzen 
verwendet, die eine Invertase aus Saccharomyces codieren. 
Derartige Sequenzen sind bekannt und beschrieben (vgl. 
Taussig et al., Nucleic Acids Res. 11 (1983), 1943-1954; EP- 
A2 0 442 592) . Urn die Lokalisation der Invertase im Cytosol 
der pflanzlichen Zellen sicherzustellen, mussen moglicher- 
weise vorhandene DNA-Sequenzen, die Signalpeptide codieren, 
deletiert werden, und die codierende Region gegebenenf alls 
mit einem neuen Startcodon versehen werden (vgl. EP-A2 0 442 
592) . Bekannt sind neben der genannten DNA-Sequenz aus 
Saccharomyces cerevisiae auch weitere DNA-Sequenzen, die 
Proteine mit der enzymatischen Aktivitat einer Invertase co- 
dieren (vgl. EMBL Accession number X67744 S. xylosus, M26511 
V. alginolyticus, L08094 Zymomonas mobilis, L33403 Zymomonas 
mobilis, U16123 Zea mays, U17695 Zea mays, X17604 S. 
occidentalis, Z22645 S. tuberosum, Z21486 S. tuberosum, 
M81081 Tomate, Z35162 V. faba, Z35163 V. faba, D10265 V. 
radiata, Z12025 L. esculentum, Z12028 L. pimpinellifolium, 
Z12026 L. pimpinellifolium, X73601 A. sativa, S70040 acid 
invertase, V01311 yeast gene, U11033 Arabidopsis thaliana, 
X81795 B. vulgaris BIN35, X81796 B. vulgaris, X81797 B. 
vulgaris, X81792 C. rubrum, X81793 C. rubrum, X77264 L. 
esculentum, Z12027 L. esculentum, D10465 Z. mobilis, D17524 
Zymomonas mobilis) und die aufgrund ihrer Sigenschaf ten 
ebenfalls zur Herstellung der erf indungsgemafien Pflanzenzel- 
len verwendet werden konnen, wobei darauf geachtet werden 
mufi, dafi das Protein im Cytosol der pflanzlichen Zelle ge- 
bildet wird. Techniken zur Modifikation derartiger DNA-Se- 
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quenzen, urn die Lokalisierung der synthetisierten Enzyme im 
Cytosol der pf lanzlichen Zellen sicherzustellen, sind dem 
Fachmann bekannt . Fur den Fall, daS die Invertasen Sequenzen 
enthalten, die zur Sekretion oder fur eine bestimmte subzel- 
lulare Lokaiisation notwendig sind, z.B. zur Lokalisierung 
im extrazellularen Raum oder der Vakuole, mussen die ent- 
sprechenden DNA-Sequenzen deletierc werden. 

Bei den DNA-Sequenzen, die ein Protein mit der enzymatischen 
Aktivitat einer Hexokinase codieren, kann es sich sowohl um 
solche handeln, die prokaryontische, insbesondere bakteri- 
elle Invertasen codieren, als auch um solche, die eukaryon- 
tische Invertasen, d.h. solche aus Pflanzen, Algen, Pilzen 
oder tierischen Organismen codieren. 

Hexokinasen (EC 2.7.1.1) sind Enzyme, die folgende Reaktion 
katalysieren: 

Hexose + ATP < — > Hexose-Phosphat + ADP 
Bei den durch die DNA-Sequenzen codierten Hexokinasen kann 
es sich sowohl um bekannte in der Natur vorkommende Enzyme 
handeln, die eine abweichende Regulation durch verschiedene 
Substanzen aufweisen, als auch um Enzyme, die durch Mutage- 
nese aus DNA-Sequenzen, die bekannte Enzyme aus Bakterien, 
Algen, Pilzen, Tieren oder Pflanzen codieren, hergestellt 
wurden. DNA-Sequenzen, die Enzyme mit Hexokinaseaktivitat 
codieren sind aus einer ganzen Reihe von Organismen be- 
schrieben, beispielsweise aus Saccharomyces cerevisiae, 
Mensch, Ratte und diversen Mikroorganismen (fur die DNA-Se- 
quenzen siehe: EMBL-Genbank Zugrif f snummern M92054, LO4480, 
M65140, X61680, M14410, X66957, M75126, J05277, J03228, 
M68971, M86235, X63658) . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm handelt es sich um DNA- 
Sequenzen, die Glucokinasen codieren, insbesondere Glucoki- 
nasen, die einer verringerten allosterischen Regulation, 
durch z.B. Glucose- 6 -Phosphat , unterliegen. Glucokinasen 
(E C 2.7.1.2) sind Hexokinasen mit einer hohen Affinitat fur 
Glucose, die folgende Reaktion katalysieren: 
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Glucose -r AT? < — > Glucose- S-Phosphat + ADP 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform codieren die DNA-Se- 
guenzen eine Glucokinase aus Z.ymomonas mobilis (Barnell et 
al., J. Bacteriol. 172 (1990), 7227-7240; EMBL-Genbank Zu- 
griffsnummer M50615) . Weitere Glucokinasen sind aus Mensch 
und Ratte beschrieben (fur die DNA-Sequenzen siehe : EMBL- 
Genbank Zugriffsnummern M69051, M90299, J04218 und M25807) . 

Weiterhin konnen DNA-Sequenzen, die eine Invertase oder eine 
Hexokinase codieren, unter Zuhilfenahme der bereits be- 
kannten oben genannten DNA-Sequenzen aus beliebigen Orga- 
nismen isoliert werden. Methoden fur die Isolierung und 
Idencifizierung derarciger DNA-Sequenzen sind dem Fachmann 
gelaufig, beispielsweise die Hybridisierung mit bekannten 
Sequenzen oder durch Polymerase-Kettenreaktion unter Verwen- 
dung von Primern, die von bekannten Sequenzen abgeleitet 
sind. 

Die von den identif izierten DNA-Sequenzen codierten Enzyme 
werden anschlieSend hinsichtlich ihrer Enzymaktivitat und 
Regulation untersucht. Verfahren zur Bestimmung der Inver- 
tase- bzw. Hexokinase -Aktivitaten sind dem Fachmann gelau- 
fig. 

Durch Einfuhrung von Mutationen und Modif ikationen nach dem 
Fachmann bekannten Techniken, konnen die durch die DNA-Se- 
quenzen codierten Proteine weiter in ihren regulatorischen 
Eigenschaften verandert werden, urn de- oder unregulierte En- 
zyme zu erhalten. 

Zur Expression in pflanzlichen Zellen, konnen die DNA-Se- 
quenzen, die eine cytosolische Invertase bzw. Hexokinase co- 
dieren, im Prinzip unter der Kontrolle eines beliebigen in 
pflanzlichen Zellen funktionalen Promotors stehen. Die Ex- 
pression der besagten DNA-Sequenzen kann generell in jedem 
Gewebe einer aus einer transf ormierten erf indungsgemaSen 
Pflanzenzelle regenerierten Pflanze und zu jedem Zeitpunkt 
stattfinden, bevorzugt jedoch findet sie in solchen Geweben 
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statt, in denen eine erhohte Glykolyserate von Vorteil ent- 
weder fur das Wachstum dsr Pflanze, fur die Aufnahme und den 
Transport von Ionen und Metaboliten oder aber fur die Bil- 
dung von Inhaltsstof f en innerhalb der Pflanze ist. Geeignet 
erscheinen von daher vor allem Promotoren, die eine spezifi- 
sche Expression in einem bestimmten Gewebe, zu einem be- 
stimmten Entwicklungszeitpunkt der Pflanze oder aber in 
einem bestimmten Organ der Pflanze sichersteilen. Besonders 
geeignet fur die Steigerung der Fettsaurebiosynthese infolge 
eines erhohten Acetyl CoA-Gehaltes in Samen von olbildenden 
Pflanzen wie Raps, Sojabohne, Sonnenblume und Olpalmen er- 
scheinen daher Promotoren, die spezifisch im Endosperm oder 
aber in den Cotyledonen von sich bildenden Samen aktiv sind. 
Solche Promotoren sind z.B. der Phaseolin-Promotor aus 
Phaseolus vulgaris, der USP-Promotor aus Vicia faba oder der 
HMG- Promoter aus Weizen. 

Vorteilhaft ist femer die Verwendung von Promotoren, die 
eine samenspezif ische Expression gewahrleisten. Im Fall von 
Starke-speichernden Pflanzen, wie z.B. von Mais, Weizen, 
Gerste oder anderen Getreiden wird dadurch in den Samen die 
Glykolyserate erhoht, und es findet eine erhohte Bildung von 
Pyruvat und AcetylCoA und eine verstarkte Fettsaurebiosyn- 
these statt. Dies bedeutet, dafi eine Veranderung des Flusses 
der Photoassimilate von der Starke in Richtung von Pyruvat - 
abhangigen Biosynthesewegen, wie z.B. der Fettsaurebiosyn- 
these, erfolgt. 

Bevorzugt ist auch die Verwendung von Promotoren, die in 
Speicherorganen wie Knollen oder Wurzeln aktiv sind, z.B. in 
der Speicherwurzel der Zuckerrube oder aber in der Knolle 
der Kartoffel. In diesem Fall kommt es bei der Expression 
der DNA-Sequenzen, die eine Invertase bzw. Hexokinase codie- 
ren, zu einer Umlenkung von Biosynthesewegen im Sinne der 
Bildung von weniger Zucker bzw. Starke und einer erhohten 
Bildung von Pyruvat und Acetyl -CoA aufgrund der erhohten 
Glykolyserate . 

Ferner kann die Expression der DNA-Sequenzen unter der Kon- 
trolle von Promotoren erfolgen, die spezifisch zum Zeitpunkt 
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der Bluhinduktion aktivierc warden oder die aktiv sind in 
Geweben, die fur die Bluhinduktion notwendig sind. Ebenso 
konnen Promotoren verwendec werden, die zu einem nur durch 
aufiere Einflusse kontrollierten. Zeitpunkt aktiviert werden, 
z.B. durch Licht, Temperatur, chemische Substanzen (s. bei- 
spielsweise WO 93/07279) . Fiir die Erhohung der Auf nahmerate 
von Ionen aus dem Boden infolge eines erhohten ATP-Gehaltes 
sind z.B. Promotoren von Interesse, die eine Wurzelhaar- 
oder Wurzel -Epidermis -spez if ische Expression aufweisen. Fur 
die Erhohung der Exportrate von Photoassimilaten aus dem 
Blatt sind z.B. Promotoren von Interesse, die eine Geleit- 
zellen-spezif ische Expression aufweisen. Solche Promotoren 
sind bekannt (z.B. der Promotor des rolC-Gens aus Agrobacte- 
rium rhizogenes) . 

Ferner konnen die DNA-Sequenzen, die eine Invertase bzw. 
Hexokinase codieren, aufier mit einem Promotor, vorteilhaf- 
terweise mit DNA-Sequenzen verknupft sein, die eine weitere 
Steigerung der Transkription gewahrleisten, beispielsweise 
sogenannte Enhancer -Elemente, oder mit DNA-Sequenzen, die im 
transkribierten Bereich liegen und die eine effizientere 
Translation der synthetisierten RNA in das entsprechende 
Protein gewahrleisten (sogenannte Translations -Enhancer) . 
Derartige Regionen konnen von viralen Genen oder geeigneten 
pflanzlichen Genen gewonnen oder synthetisch hergestellt 
werden. Sie konnen homolog oder heterolog zum verwendeten 
Promotor sein. Vorteilhaf terweise werden die DNA-Sequenzen, 
die eine Invertase oder eine Hexokinase codieren, mit" 3 1 - 
nicht-translatierten DNA-Sequenzen verknupft, die die Termi- 
nation der Transkription und die Polyadenylierung des 
Transkriptes gewahrleisten. Derartige Sequenzen sind bekannt 
und beschrieben, beispielsweise die des Octopinsynthasegens 
aus Agrobacterium tumefaciens. Diese Sequenzen sind beliebig 
gegeneinander austauschbar . 

Die DNA-Sequenzen, die eine Invertase bzw. Hexokinase codie- 
ren, liegen in den erf indungsgemaEen Pf lanzenzellen vorzugs- 
weise stabil ins Genom integriert vor. 
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3ei den transgenen Pf lanzenzellen, die aufgrund der zusatz- 
lichen Expression einer cytosolischen Invertase und einer 
cytosolischen Hexokinase eine gesteigerte Glykolyserate auf- 
weisen, kann es sich grundsatzlich um Zellen jeder beliebi- 
gen Pf lanzenspezies handeln. Von Interesse sind sowohl Zel- 
len monocotyler als auch dicotyier Pf lanzenspezies , insbe- 
sondere Zellen starkespeichernder, olspeichernder oder land- 
wirtschaf tlicher Nutzpf lanzen, wie z.B. Roggen, Hafer, Ger- 
ste, Weizen, Kartoffel, Mais, Reis, Raps, Erbse, Zuckerriibe, 
Sojabohne, Tabak, Baumwolle, Sonnenblume , Olpalme, Wein, To- 
mate usw. oder Zellen von Zierpf lanzen. 

Aufier durch eine gesteigerte Glykolyserate lassen sich die 
erf indungsgemaSen ?f lanzenzellen von entsprechenden nicht- 
transformierten Pf lanzenzellen dadurch unterscheiden, daS> 
sie stabil ins Genom integriert fremde DNA-Sequenzen enthal- 
ten, die eine cytosolische Invertase bzw. eine cytosolische 
Hexokinase codieren. Der Begriff "fremde DNA-Sequenz" bedeu- 
tet dabei in diesem Zusammenhang folgendes: Es kann sich da- 
bei zum einen um DNA-Sequenzen handeln, die in bezug auf die 
transf ormierte Pf lanzenzelle heterolog sind, d.h. nat&rli- 
cherweise in einer solchen Pf lanzenzelle nicht vorkommen. 
Handelt es sich bei den DNA-Sequenzen um solche, die natur- 
licherweise in den transf ormierten Pf lanzenzellen vorkommen, 
so bedeutet "fremd", dafi sie in dem Genom der transf ormier- 
ten Pf lanzenzellen an einem Ort integriert sind, an dem sie 
naturlicherweise nicht vorkommen, d.h. sie liegen in einer 
neuen genomischen Umgebung. Verifizieren laSt sich dies bei- 
spielsweise durch eine Southern-Blot -Analyse . Femer handelt 
es sich bei den in die Pf lanzenzellen eingefuhrten DNA-Mole- 
kulen in der Regel um rekombinante DNA-Molekule, d.h. um Mo- 
lekiile, die aus verschiedenen Segmenten zusammengesetzt 
sind, die in dieser Kombination nicht in der Natur vorkom- 
men. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind femer transgene 
Pf lanzen, die erf indungsgemaSe transgene Pf lanzenzellen ent- 
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halten. Derartige Pflanzen konnen beispielsweise durch Rege- 
neration aus einer erf indungsgemaSen Pf lanzenzelle erzeugt 



werden . 



Durch die Bereitstellung von Pf lanzenzellen mit einer ge- 
steigerten Glykolyserate ist es nun moglich, transgene 
Pflanzen mit veranderten vorteilhaf ten Eigenschaften herzu- 
stellen. So kann beispielsweise durch die Steigerung der 
Glykolyserate spezifisch in Geleitzellen transgener Pflanzen 
die Beladung des Siebelement-Geleitzellen-Komplexes mit 
Saccharose durch den Saccharose- Protonen-Cotransporter ge- 
steigert werden, was zu einer Erhohung der Transportrate von 
Photoassimilaten fiihrt. In gleicher Weise kann die Aufnahme 
von anorganischen Ionen wie Phosphat, Sulfat, Nitrat u.a. 
aus dem Boden iiber die Wurzel gesteigert werden. 
Eine Steigerung der Glykolyserate spezifisch in Wurzelzel- 
len, insbesondere in Wurzelhaaren und Epidermiszellen, kann 
aufgrund der gesteigerten H + -ATPase-Aktivitat zu einer ver- 
starkten Ausscheidung von Protonen in den Boden fuhren. Eine 
derartige Ansauerung des Bodens fiihrt zur Mobilisierung und 
somit erleichterten Aufnahme verschiedener Mineralien, wie 
z.B. Phosphat aus dem Boden. 

Von besonderer Bedeutung ist die Moglichkeit, durch Erhohung 
der Glykolyserate in olspeichernden Geweben einer Pflanze, 
wie z.B. dem Endosperm oder den Cotyledonen von Samen oder 
in anderen olspeichernden Organen, den Flufi der in den Samen 
bzw. Organen abgelief erten Photoassimilate in Richtung der 
Bildung von Pyruvat und AcetylCoA zu lenken. Die Bereitstel- 
lung von erhohten Mengen dieser Vorstufen fur die Biosyn- 
these von Triglyceriden fiihrt zu einer gesteigerten Synthese 
von Olen und somit zu einem erhShten Ertrag. Eine Bereit- 
stellung von erhohten Mengen an AcetylCoA ist auch fur viele 
andere natiirlicherweise in Pflanzen ablaufende Prozesse wie 
die Isoprenoid-Biosynthese, aber auch fur die Bildung von 
Polymeren wie Polyhydroxyalkansauren von Bedeutung (vgl. 
z.B. Poivier et al., Bio/Technology 13 (1995), 142-150). 
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Durch eine Erhohung der Glykolyserate in starkespeichernden 
Geweben, beispielsweise in Samen verschiedenster Getreidear- 
ten oder in den Knoll en der Kartoffel, kommt es zu einer 
Veranderung des Flusses der Photoassimilate von der Starke- 
biosynthese in Richtung Pyruvat-abhangiger Biosynthesewege, 
beispielsweise der Fettsaurebiosynthese . Das Resultat ist 
eine Verringerung der Starkemenge in dem entsprechenden Ge- 
webe bei eventueller gleichzeitiger Zunahme der Fettsaure- 
biosynthese . 

Weiterhin ist von Bedeutung, daE die durch die Steigerung 
der Glykolyserate erzeugten hohen AcetylCoA-Konzentrationen 
auch zu einer erhohten Isoprenoidsynthese oder, in Kombina- 
tion mit der Expression entsprechender Gene fur die Synthese 
von Polyhydroxyalkansauren, zu einer Polyhydroxyalkansaure- 
Synthese in den transgenen Pf lanzenzellen fuhren kann. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die im Vergleich zu 
nicht - trans formiert en Pf lanzenzellen eine gesteigerte Glyko- 
lyserate aufweisen, bei dem in pflanzliche Zellen DNA-Se- 
quenzen eingebracht werden, die eine cytosolische Invertase 
codieren, sowie DNA-Sequenzen, die eine cytosolische Hexoki- 
nase codieren, und diese Sequenzen in den trans formierten 
Pf lanzenzellen exprimiert werden. 

Ein derartiges Verfahren besteht vorzugsweise aus den fol- 
genden Schritten: 

(a) Herstellung eines rekombinanten doppelstrangigen DNA-Mo- 
lekuls, das folgende DNA-Sequenzen umfafit: 

(i) einen Promotor, der die Transkription in pflanzli- 
chen Zellen gewahrleistet ; 

(ii) eine DNA-Sequenz, die ein cytosolisches Protein mit 
der enzymatischen Aktivitat einer Invertase codiert 
und in sense-Richtung mit dem Promotor verkniipft 
ist ; 

(b) die Herstellung eines rekombinanten doppelstrangigen 
DNA-Molekuls , das folgende DNA-Sequenzen umf aSt : 
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(i) . einen Promocor, der die Transkription ir. pflanzli- 

chen Zellen gewahrleistet ; 

(ii) eine DNA-Sequenz, die ein cytosolisches Protein mit 
cier enzymaEischen Aktivitat einer Hexokinase co» 
diert und in sense-Richtung mit dem Promotor ver- 
kniipft ist; und 

(c) Transfer der gemaS Schritt (a) und (b) hergestellten 
DNA-Molekule in pflanziiche Zellen. 

Fur die Wahl der ?f lanzenspezies, der Promotoren, weiterer 
f lankierender DNA-Sequenzen, sowie fur die Wahl und Modifi- 
kationen der DNA-Sequenzen, die eine Invertase bzw. eine 
Hexokinase codieren, gilt dasselbe was bereits oben im Zu- 
sammenhang mit den erf indungsgemafien Zellen ausgefuhrt 
wurde . 

Die DNA-Sequenzer., die eine Invertase bzw. eine Hexokinase 
codieren, konnen encweder auf getrennten DNA-Molekulen loka- 
lisiert sein, oder gemeinsam auf einem rekombinanten DNA-Mo- 
lekiil. Befinden sich die Sequenzen auf zwei verschiedenen 
DNA-Molekulen, kann der Transfer der DNA-Molekule entweder 
gleichzeitig erfolgen, oder derart, dafi Pf lanzenzellen 
zunachsr :nic einem DNA-Molekul transf ormiert werden und se- 
lektierte ?f lanzenzellen oder Pflanzen anschlieSend mit dem 
zweiten DNA-Molekul nransf ormiert werden. Ferner konnen 
Pflanzen, die sowohl eine zusatzliche cytosolische Invertase 
als auch eine zusatzliche cytosolische Hexokinase exprimie- 
ren, hergescellt werden, indem zunachst zwei unabhangige 
transgene Pf lanzenlinien erzeugt werden, die eine Invertase 
bzw. eine Hexokinase codieren, und diese anschlieSend ge- 
kreuzt werden. 

Der Transfer der DNA-Molekule, die DNA-Sequenzen enthalten, 
die Invertase bzw. Hexokinase codieren, erfolgt vorzugsweise 
unter Verwendung von Plasmiden, insbesondere solchen Plasmi- 
den, die eine stabile Integration des DNA-Molekuls in das 
Genom transf ormierter Pf lanzenzellen gewahrleisten, bei- 
spielsweise binaren Plasmiden oder Ti-Plasmiden des 
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Agrobacterium tumef aciens -Systems . Neben dem Agrobacterium- 
System kommen andere Systeme zur Einfuhrung von DNA-Molekii- 
len in pflanzliche Zellen in Frage, wie z.B. das sogenannte 
biolistische Verfahren oder aber die Transformation von Pro- 
copiasten (vgl . Willmitzer L. (1993), Transgenic Plants, 
Biotechnology 2; 627-659 fur eine Ubersicht) . Zur Transfor- 
mation kommen grundsatzlich Zellen aller Pf lanzenspezies in 
Frage. Von Interesse sind sowohl monokotyle als auch diko- 
tyle Pflanzen. Fur verschiedene monokotyle und dikotyle 
Pf lanzenspezies sind bereits Trans format ions techniken be- 
schrieben worden. Bevorzugt werden in den Verfahren Zellen 
landwirtschaf tlicher Nutzpf lanzen verwendet , insbesondere 
von Getreidearten, z.B. Roggen, Hafer, Gerste, Weizen, Xar- 
toffel, Mais, Reis, Raps, Erbse, Zuckerrube, Sojabohne, Ta- 
bak, Baumwolle, Sonnenblume, Olpalme, Wein, Tomate usw. oder 
Zellen von Zierpf lanzen. Gegenstand der Erfindung sind eben- 
falls die aus dem Verfahren erhaltlichen transgenen Pflan- 
zenzellen und aus diesen durch Regeneration erhaltliche 
Pflanzen, die aufgrund der zusatzlichen Expression einer cy- 
tosolischen Invertase und einer cytosolischen Hexokinase 
eine Steigerung der Glykolyserate aufweisen. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Vermehrungsma- 
terial erf indungsgemafier Pflanzen, das erf indungsgemaSe Zel- 
len enthalt. Dabei kann es sich urn jedwede Art von Geweben 
oder Organen der erf indungsgemafien Pflanzen handeln, die die 
Vermehrung ermoglichen. Hierzu zahlen beispielsweise Gewebe- 
kulturen erf indungsgemafier Zellen, Samen, Fruchte, Wurzel- 
stocke, Stecklinge, Samlinge, Knollen etc. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner rekombinante DNA- 
Molekule, die eine DNA-Sequenz enthalten, die ein Protein 
mit der enzymatischen Aktivitat einer Hexokinase, vorzugs- 
weise eine Glucokinase, codiert, in Kombination mit DNA-Se- 
quenzen, die die Transkription und Translation in pflanzli- 
chen Zellen gewahrleisten. Bei der Hexokinase handelt es 
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sich vorzugsweise urn ein dereguliertes oder unreguliertes 
Enzym. 

Weiterhin betrifft die voriiegende Erfindung rekombinante 
DNA-Molekule , die folgende DNA-Sequenzen umfassen: 

(i) eine DNA-Sequenz, die eine cytosolischen Invertase co- 
diert, in Kombination mit DNA-Sequenzen, die die Trans- 
kription und Translation in pflanzlichen Zellen gewahr- 
leisten; und 

(ii) eine DNA-Sequenz, die eine cytosolische Hexokinase co- 
diert, in Kombination mit DNA-Sequenzen, die die Trans- 
kription und Translation in pflanzlichen Zellen gewahr- 
leisten. 

Fur die Wahl der DNA-Sequenzen, die die Transkription und 
Translation in pflanzlichen Zellen erlauben, gilt bei den 
rekombinanten DNA-Molekulen dasselbe, was oben bereits im 
Zusammenhang mit den erf indungsgemaSen Zellen und Verfahren 
ausgefuhrt wurde, ebenso wie fur die Wahl der DNA-Sequenzen, 
die fur eine Invertase bzw. Hexokinase codieren.. 

Schliefilich betrifft die voriiegende Erfindung die Verwen- 
dung von DNA-Sequenzen, die eine Invertase codieren, vor- 
zugsweise eine deregulierte oder unregulierte, zur Herstel- 
lung transgener Pf lanzenzellen, die im Vergleich zu nicht- 
transformierten Pf lanzenzellen eine gesteigerte Glyjcoly- 
serate aufweisen. Ebenso ist Gegenstand der Erfindung die 
Verwendung von DNA-Sequenzen, die eine Hexokinase codieren, 
vorzugsweise eine deregulierte oder unregulierte, zur Her- 
stellung von transgenen Pf lanzenzellen, die im Vergleich zu 
nicht transformierten Pf lanzenzellen eine gesteigerte Glyko- 
lyserate aufweisen. 
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Beschr sibling der Abb il dung 

Fig. 1 zeigt das 12,68 kb groSe Plasmid pB33Hyg-GK. Das 
Plasmid enthalt f olgende Fragmence : 

A = Fragment A (14 98 bp) enthalt das Dral - Dral Fragment 
(Position -1512 bis Position +14) der Promotorregion des 
Patatin Gens B33 (Rocha-Sosa et al . , EMBO J. 8 (1989), 
23-29) . 

B = Fragment B (1025 bp) beinhaltet ein DNA-Fragment mit der 
Codierregion der Glucokinase aus Zymomonas mobilis 
(GenEMBL Accession Nummer: M60615; Nucleotide 5128 bis 
6153) . 

C = Fragment C ;i92 bp) beinhaltet: das Polyadenylierungs- 
signai des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTi-ACH5, 
Nucleotide 11749-11939. 

Met ho den 

1 . Cloniemngsverfahren 

Zur Cionierung in E. coli wurde der Vektor pUC18 verwen- 
det . Fur die ?f lanzentransformation wurden die Genkon- 
struktionen in den binaren Vektor pBinAR (Hofgen und 
Willmiczer, Plane Sci. 66 (1990), 221-233) cloniert . 

2. Bakterienstajnme 

Fur die pUC-Vektoren und fur die pBinAR-Konstrukte wurde 
der E. coli-Stamm DH5a (Bethesda Research Laboratories, 
Gaithersburgh, OSA) verwendet. 

Die Transformation der Plasmide in die Kartof f elpf lanzen 
wurde mit Hilfe des Agrobacterium tumef aciens-Stammes 
C58C1 pGV2260 durchgefuhrt (Deblaere et al., Nucl. Acids 
Res. 13 (1985), 4777-4788). 
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3 . Transformation von Agrobacterium tumef aciens 

Der Transfer der DNA erfolgte durch dirskte Transforma- 
tion nach der Methcde von Hofgen und Willmitzer (Nucleic 
Acids Res. 16 (1988), 9877). Die Plasmid-DNA transfor- 
mierter Agrobakterien wurde nach der Methode von 
Birnboim und Doly (Nucleic Acids Res. 7 (1979), 1513- 
1523) isoliert und nach geeigneter Restriktionsspaltung 
gelelektrophoretisch analysiert. 

4. Transformation von Kartoffeln 

Zehn kleine mit dem Skalpell verwundete Blatter einer 
Kartof fel-Sterilkuicur (Solanum tuberosum L. cv. 
Desiree) wurden in 10 ml MS-Medium (Murashige und Skoog, 
Physiol. Plant 15 (1962), 473) mit 2 % Saccharose ge- 
legt, welches 50 fil einer unter Selektion gewachsenen 
Agrobacterium tumef aciens -Ubernachtkultur enthielt. Nach 
3-5-minutigem leichtem Schutteln erfolgte eine weitere 
Inkubation fur 2 Tage im Dunkeln. Daraufhin wurden die 
Blatter zur Kallusinduktion auf MS-Medium miz 1,6 % Glu- 
cose, 5 mg/1 Naphthylessigsaure, 0,2 mg/1 Benzylaminopu- 
rin, 250 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin und 0,80 % 
Bacto Agar gelegt. Nach einwochiger Inkubation bei 25°C 
und 3000 Lux wurden die Blatter zur SproSinduktion auf 
MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 1,4 mg/1 Zeatinribose , 20 
mg/1 Naphthylessigsaure, 20 mg/1 Giberellinsaure, 250 
mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin und 0,80 % Bacto Agar 
gelegt . 

5. Radioaktive Markienmg von DNA -Fragment en 

Die radioaktive Markierung von DNA- Fragment en wurde mit 
Hilfe eines DNA-Random Primer Labelling Kits der Firma 
Boehringer (Deutschland) nach den Angaben des Herstel- 
lers durchgef uhrt . 
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6 . Pf lanzenhaltung 

Kartof f elpf lanzen wurden im Gewachshaus unter folgenden 
Bedingungen gehalten: 

- Lichtperiode 16 h bei 25000 Lux und 22°C 

- Dunkelperiode 8 h bei 15 °C 

- Luftfeuchte 60 %. 

7. Bestimmung des Starkegehaltes land der Trockensubstanz 
von Kartof felknollen 

Die Bestimmung des Starkegehaltes und der Trockensub- 
stanz der Kartof felknolle erfolgte mittels der Bestim- 
mung des spezifischen Gewichtes (Scheele et al., Landw. 
Vers. Sta. lS7 (1937), 67-96) nach den folgenden For- 
meln: 

% Trocken- = 24,182 + 211,04 x (spez. Gew. - 1.0988) 

substanz 

% Starke « 17,546 + 199,07 x (spez. Gew. - 1.0988) 

8. Bestisaming phosphorylierter Stof fwechselintermediate in 
Kartof felknollen 

Die Bestimmung phosphorylierter Stof fwechselintermediate 
in Kartof felknollen erfolgte mit geringen Abanderungen 
nach Weiner und Stitt (Biochim. Biophys. Acta 893 
(1987) , 13-21) . 

Darstellunq des Kartof f elknollenextraktes : 
Es wurden jeweils ca. 200 mg Knollenmaterial unter flus- 
sigem Stickstoff in einem Morser homogenisiert . Die 
phosphorylierten Intermediate wurden mit 16%iger Tri- 
chloressigsaurelosung in Diethylether extrahiert. Nach 
dreistiindiger Inkubation auf Eis wurde durch dreimaliges 
Extrahieren mit Diethylether die Trichloressigsaure ent- 
fernt. Danach wurden die Extrakte mit 5 M KOH/l M 
Triethanolamin neutralisiert . Die Bestimmung von 
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Phosphoenolpyruvac (PEP) und Pyruvat erfolgte sofort. 
Fur die Bestimmung der anderen Intermediate kann der Ex- 
trakt bei -70°C mehrere Tage aufbewahrt warden. 

Die Bestimmung der phosphoryiierten Intermediate er- 
folgte an einem Zweiwelleniangenphotometer (Sigma ZWS 
11) mittels gekoppelter enzymatischer Reaktionen nach 
Stitt et al. (Methods in Enzymoiogy 174, 518-552). 

a) Bestimmung von PEP una Pyruvate 

Der Reaktionspuf fer enthielt : 5 0 mM Hepes-KOH pH 7,0; 

5 mM MgCl 2 ; 
0,025 mM NADH; 
1 mM ATP 

Pyruvat -Bestimmung: l U/ml Lactatdehydrogenase 

PEP-Bestimmung: +2 U/ml Pyruvatkinase 

Die Messung erfolgt bei 25°C mit 50 bis 100 fil Ex- 
trakt . 

b) Best: immune von UPD-Glucose (UDPG) 

Der Reaktionspuf fer enthielt; 200 mM Glycin pH 8,7; 

5 mM MgCl 2 ; 
1 mM NAD; 

0,025 U/ml UDP-Glucose Dehydrogenase 
Die Messung erfolgt bei 25°C mit 50 bis 100 fil Ex- 
trakc . 

c ) Bestimm ung von Glucose- 6 -Phosphat (G6P) . Fructose- 6- 
Phosoha t (?6P) und Glucose-l-Phosohat (G1P) 

Der Reaktionspuf fer enthielt: 50 mM Hepes-KOH pH 7,0; 

5 mM MgCl 2 ; 
0,25 naM NADP 

GSP-Bestimmung: 2 U/ml Glucose- 6 -Phosphat Dehydrogenase 

FlP-Bestimmung: + 2 U/ml Phosphoglucoisomerase 

G1P- Bestimmung: + 2 U/ml Phosphoglucomutase 

Die Messung erfolgt bei 25 °C mit 50 bis 100 fil Ex- 

trakt. 
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d) Be st immune von ATP 

Der Reaktionspuf fer enthielt : 50 mM Hepes-KOH pH 7,0; 

5 mM MgCl 2 ; 
0,25 mM NADP; 
1 mM Glucose; 
2 U/ml Glucose- 6 -Phosphat Dehydrogenase; 

2 U/ml Phosphoglucoisomerase; 
1 U/ml Hexokinase 
Die Messung erfolgt bei 25°C mit 50 bis 100 fil Ex- 
trakt 

e) Bestimmunat. von ADP 

Der Reaktionspuf fer enthielt: 50 mM Hepes-KOH pH 7,0; 

5 mM MgCl 2 ; 
0,05 mM NADH; 
0,2 mM PEP; 
0,2 U/ml Lactatdehydrogenase; 
1 U/ml Pyruvatkinase 
Die Messung erfolgt bei 25°C mit 50 bis 100 /il Ex- 
trakt 

f ) Bestimmuna von 3-Phosphoalvcerat (3 -PGA) 

Der Reaktionspuf fer enthielt: 100 mM Tris-HCl pH 8,1; 

5 mM MgCl 2 ; 
0,05 mM NADH, 
1,33 mM ATP; 
0,1 U/ml Phosphoglyceratkinase; 
2 U/ml Glyceraldehydphosphatdehydrogenase 
Die Messung erfolgt bei 25°C mit 50 bis 100 pi Ex- 
trakt 

9 . Bestinnnung der Aktivitat von Enzymen des Kohlehydrat- 
stof fwechsels in Kartof f elknollen 

Zur Bestimmung von Enzymaktivitaten (z.B. der Glucoki- 
nase, Fructokinase, Saccharosesynthase , Invertase, 
Phosphoglucomutase , Phosphof ructokinase , Glyceraldehyd- 
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3-Phosphatdehydrogenase, Phosphoglyceratkinase, Phospho- 
glyceratmutase oder Pyruvatkinase ) in Kartoff elknollen 
wurden 200 mg Knollenmaterial in 500 ^1 Extraktionspuf - 
fer (50 mM Hepes-KOH pH 7,5; 5 mM MgCl 2 ; I mM EDTA; 1 mM 
EGTA; l mM DTT; 2 mM Benzamidin; 2 mM e-Amino-n-Capron- 
saure; 0,5 mM PMSF; 10 % (Vol. /Vol.) Glycerin; 0,1 % 
(Vol. /Vol.) Triton X-100) homogenisiert . Nach Zentrifu- 
gation werden 10 bis 4 0 M l des zellfreien entsalzten Ex- 
traktes fur die Enzymaktivitatsmessung eingesetzt. Die 
Enzymaktivitaten wurden mit Ausnahme der Saccharosesyn- 
thase- und Invertase-Aktivitat mittels gekoppelter enzy- 
matischer Reaktionen an einem Spektralphotometer be- 
st immt . 

Die Glucokinase- und Fructokinase-Aktivitat wurde nach 
Renz et al. (Planta 190 (1993), 156-165), die Saccharo- 
sesynthase- und Invertase-Aktivitat nach Zrenner et al. 
(Plant J. 7 (1995), 97-107), die Phosphof ructokinase- , 
Glyceraldehyd-3 -Phosphatdehydrogenase- , Phosphoglycerat- 
kinase-, Phosphoglyceratmutase-, Pyruvatkinase -Aktivitat 
nach Burell et al. (Planta 194 (1994), 95-101), und die 
Phosphoglucomutase-Aktivitat nach Pressey (Journal of 
Food Science 32 (1967), 381-385) bestimmt . 

10. Bestimmung des Gasaustausches von Kartoff elknollen 

Knollen (ungefahr 30 g) wurden direkt von Pflanzen aus 
dem Gewachshaus genommen und innerhalb von 30 Minuten in 
einen Infrarot Gasanalysator (Binos 100 Rosemound, Dus- 
seldorf, FRG) gelegt. Die Bestimmung der C0 2 -Produktion 
erfolgte uber 20 Minuten bei 20 °C und die Auswertung mit 
der Software von Waltz (Effeltrich, FRG) . 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 
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Beispiel 1 

Konstmktion des binaren Plasmides p33-Cy-Inv 

Die Herstellung des Plasmides p3 3-Cy-Inv und Einfiihrung des 
Plasmides in das Genom der Karcoffel ist in EP-A2 0 442 592 
beschrieben worden. Regenerierce Kartoffelpf lanzen, die mit 
dem binaren Konstrukt p33-Cy-Inv cransf ormiert worden sind, 
wurden in Erde transferiert und bezuglich der Inveruaseakti- 
vitat selektiert. Dabei wurden rr.ehrere Genotypen identifi- 
ziert, die eine bis zu hundertfach erhohte Invertaseaktivi- 
tat, verglichen mit den Kontroilpf lanzen, aufweisen. 

Beispiel 2 

Konstmktion des binaren Plasmides pB33Hyg-GK 

Fur die Pf lanzentransf ormation wurde die Codierregion des 
Glucokinasegens aus Zymononas mobilis mittels der Polyme- 
rasekettenreaktion (PCR) ausgehend von genomischer Zymomonas 
mobilis DNA amplif iziert . Die Sequenz der Glucokinase . aus 
Zymomonas mobilis ist in der GenEMBL-Datenbank mit der 
Accession Nummer MS 06 15 eingetragen. Das amplif izierte Frag- 
ment entspricht der Region von den Nucieotiden 5128 bis 6153 
dieser Sequenz. Hierbei wurde am 5 1 -Ende eine Asp718- 
Schnittstelle und am 3'-Ende eine Hindlll-Schnittstelle ein- 
gefiigt. Das 1025 bp lange PCR Fragment wurde liber die beiden 
zusatzlichen Schnittstellen in den Vektor pUCBM20 cloniert* 
Ausgehend von diesem Plasmid wurde die gesamte Codierregion 
der Glucokinase nach Res trikt ions verdau mit EcoRI und 
Hindlll in den Vektor pBluescriptSK subcloniert. In Extrak- 
ten von E. coli-Zellen, die das resultierende Plasmid pSK-GK 
enthielten, wurde eine verglichen mit Extrakten von untrans- 
formierten E. coli-Zellen 100-fach erhohte Glucokinaseakti- 
vitat nachgewiesen. Hierzu wurden die Zellen einer 20 ml 
Ubernachtkultur geerntet und in 500 pi Extraktionspuf f er re- 
suspendiert (30 mM KH 2 P0 4 ; 2 mM MgCl 2 ; 10 mM 2-Mercaptoetha- 
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nol; 0,1 % (Vol. /Vol.) Nonidet ?40) . Nach Zugabe des glei- 
cher. Volumens Saure-gewaschener Glasperlen (0,1 mm Durchmes- 
ser) wurde die Suspension viermai fur 30 Sekunden heftig 
durchmischt . Nach Zentrifugation wurde die Glucokinaseakti- 
vitat im zellfreien Extrakt wie bei Scopes et al. (Biochem. 
J. 228 (1985), 627-634) bestimmt. 

Nachdem auf diese Weise die Funktionalitat des PCR-Produktes 
nachgewiesen worden war, wurde die Insertion in einen 
binaren Vektor, der sich von pBIN19 (Bevan, Nucl. Acids Res. 
12 (1984), 8711-8720) ableitet, uracloniert . Dabei wurde fol- 
gendes Plasmid erstellt: das Plasmid pB33Hyg-GK (vgl. Fig. 
1) . Das Konstrukt enthalt als Promotor fur die Expression 
eines Transgens in Pflanzen den B33 Promotor von Solanum 
tuberosum (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29). 
Das Konstrukt pB33Hyg-GK wurde wie folgt erstellt: 
Da das Konstrukt fur die Transformation von bereits transge- 
nen Kartof f elpf lanzen, die das NPT-II-Gen exprimieren, ein- 
gesetzt werden sollte, wurde das Plasmid pBIB, welches das 
HPT -Gen codierend fiir die Hygromycin B Phosphotransferase 
enthalt, benutzt (Becker, Nucl. Acids Res. 18 (1990), 203). 
Der Promotor des B33 Gens von Solanum tuberosum wurde als 
Dral- Fragment (Position -1512 bis +14 nach Rocha-Sosa et 
al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) nach Abbau uberstehender Enden 
mit Polymerase II in die Sacl-Schnittstelle des Plasmids 
pUC19 cloniert. Als EcoRI/Smal- Fragment wurde die Promotor- 
region in den binaren Vektor pB INI 9 cloniert, der das Termi- 
nationssignal des Octopinsynthase-Gens aus Agrobacterium 
tumefaciens in direkter Nachbarschaft zu einem Polylinker 
aus M13mpl9 enthalt. Hierbei entstand pB33 . Das Promotor-Po- 
lylinker-Terminator Fragment des Plasmids pB33 wurde als 
EcoRI /Hindi II -Fragment in das mit EcoRI und Hindlll lineari- 
sierte Plasmid pBIB cloniert. Hierbei entstand das Plasmid 
pB33Hyg. 

Die Codierregion der Glucokinase wurde anschlieSend nach 
Asp718/Sall Verdau des Plasmids pSK-GK isoliert und 
Asp718/Sall in das Plasmid pB33Hyg cloniert. Hieraus resul- 
tierte das Plasmid pB33Hyg-GK, welches fiir die Transforma- 
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tion der uransgenen Kartof feilinie U-Inv-2 (Linie 30) einge- 
setzt wurde. 

Zur Transformation von Agrobacterium tumefaciens wird das 
binare Plasmid durch direkte Transformation nach der Methode 
von Hofgen & Willmitzer (Nucl. Acids Res. 16 (1988), 9877) 
in die Zellen eingef uhrt . Die ?lasmid-DNA transf ormierter 
Agrobakterien wurde nach der Methode von Birnboim ec al. 
(Nucl. Acids Res. 7 (1979), 1513-1523) isoliert und nach ge- 
eigneter Restriktionsspaltung gelelektrophoretisch analy- 
siert. Zur Transformation von Kartof felpflanzen werden bei- 
spielsweise 10 kleine, mit einem Skalpell verwundete Blatter 
einer Sterilkultur in 10 ml MS -Medium mit 2 % (Gew./Vol.) 
Saccharose gelegt, welches 30 bis 50 /zl einer unter Selek- 
rion gewachsenen Agrobacterium tumefaciens -Ubernachtkultur 
enthalt. Nach 3 bis 5-miniitigem, leichtem Schutteln werden 
die Petrischalen bei 25°C im Dunkeln inkubiert . Nach 2 Tagen 
werden die Blatter auf MS-Medium mit 1,6 % (Gew./Vol.) Glu- 
cose, 2 mg/1 Zeatinribose, 0,02 mg/1 Naphthylessigsaure, 
0,02 mg/1 Giberellinsaure , 500 mg/1 Claforan, 3 mg/1 Hygro- 
mycin und 0,8 % Bacto-Agar ausgelegt. Nach einwochiger Inku- 
bation bei 25 °C und 3 000 Lux wird die Claf orankonzentration 
im Medium urn die Halfte reduziert. Die weitere Kultivierung 
erfolgte wie von Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 8 (1989), 23-29) 
beschrieben . 

Beispiel 3 

Analyse von transgenen Kartof felpflanzen die eine Invertase 
aus Hefe und eine Glucokinase aus Zymomonas mobilis in 

Knollen exprimieren 

Regenerierte Kartof felpflanzen der Linie U-Inv-2 (30) , die 
mit dem binaren Konstrukt pB33Hyg-GK transf ormiert worden 
sind, wurden in Erde transferiert und beziiglich der Glucoki- 
naseaktivitat in Knollen selektiert. Dabei wurden mehrere 
Genotypen identif iziert , die eine bis zu funffach erhohte 
Glucokinaseaktivitat , verglichen mit den Kontrollpf lanzen, 
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aufweisen (z.B. GK-4I, GK-29, C-K-38). Des weiteren wurde 
nachgewiasen, daS diese Genocypen weicerhin das Invertasegen 
aus Hefe exprimieren {vgl. Tabelle I). 



43 ± 5 
45 ± 5 



Tabelle I 

Pflanze Invertaseaktivitat Glucokinaseaktivitat 

(nmol min" mg" Protein) (nmol min -1 mg" 1 Protein) 

Kontrolle 9 ± 1 11 ± 2 

U-Inv-2 1027 ±44 18+2 

GK-41 . n . d . 

GK-29 n .d. 

GK-38 1132 ± 232 55 ± 13 

Die hier dargestellten Enzymaktivitaten sind der Mittelwert 
von mindescens funf Messungen ausgehend von funf unahhangi- 
gen Pflanzen. 

Die oben genannten Genotypen GK-41, GK-29 und GK-38 wurden 
amplifizierr, und jeweils 15 Pflanzen wurden in ein Gewachs- 
haus transferiert. Die Ernte der Knollen erfolgte 4 Monate 
spater. 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , dafi die Knollen der 
transgener. Pflanzen GK-41, GK-29 und GK-38 nur noch 4 0 bis 
60 % der Scarkemenge von Kontrollpf lanzen enthalten, wobei 
aber der starkefreie Anteil an Trockensubstanz konstant 
bleibt (vgl. Tabelle II). Dies zeigt, dalS ausschlieSlich der 
Starkeanceil in den Knollen der GK-Pflanzen durch die Ex- 
pression der Invercase in Kombination mit der Expression der 
Glucokinase reduziert ist. Es wurde des weiteren eine Er- 
cragsdepression urn 25 % f estgestellt . Dies korreliert wie- 
derum mit der Reduktion des Starkeanteiles . 



WO 97/07221 



27 



PCT/EP96/03514 



Tabeile II 



Pf lanze 



Ertrag pro 
Pf lanze 



Spezif isches 
Gewicht 



Starke 



% Trocken- 
substanz 



Kontrolle 


191 


g 


1, 091 


16,1 


22,5 


U-Inv-2 


147 


g 


1, 074 


12,7 


18, 9 


GK-41 


139 


g 


1,064 


10,7 


16,8 


GK-29 


135 


g 


1,058 


9,5 


15,5 


GK-41 


137 


g 


1, 046 


7,1 


13,4 



Die Analyse von loslichen Zuckern wie Glucose, Fructose und 
Saccharose ergab erstaunlicherweise , daS der siebenfache An- 
stieg der Glucosekonzentration in den U-Inv-2 Pflanzen ver- 
glichen mit dem Wildtyp durch die Expression der Glucokinase 
stark reduziert wird, so daS die Glucosemenge nur noch 3 0 % 
der Glucosemenge in Knollen von WT-Kontrollpf lanzen betragt. 
Die Fructosekonzentration ist in den transgenen Linien ge- 
geniiber den Kontrollpf lanzen nicht verandert . Die starke Re- 
duktion der Saccharosemenge in den U-Inv-2 Pflanzen wird 
durch die Expression der Glucokinase zum Teil aufgehoben 
(vgl. Tabeile III) . Zusammenf assend wurde f estgestellt , dafi 
2.B- die Knollen der GK-38 Pflanzen nur noch 40 % Starke und 
50 % losliche Zucker verglichen mit Knollen von untransfor- 
mierten Kontrollpf lanzen enthalten. 

Tabeile III 



Pf lanze 



Glucose 



Fructose 



Saccharose 



in jxmol g" 1 Frischgewicht 

Kontrolle 3,5±2 f 2 0 # 9±0 # 2 12,0+1,0 

U-Inv-2 25,7+3,1 0,6±0,3 0,7+0,4 

GK-38 1,0±0,7 0,2±0,1 6,3+1,4 



Da es keinerlei Hinweise gibt, dafi die Menge an Photoassimi- 
laten, die uber das Phloem aus den maturen Blattern in die 
Knollen transportiert wird, in den GK-Pflanzen reduziert 
ist, da aber andererseits reduzierce Gehalte an Starke und 
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loslichen Zuckern gemessen warden, ist davon auszugehen, da£ 
die Expression einer Invernase im Cytosol von Pf lanzenzellen 
in Komfaination mit der Expression einer Glucokinase in Cyto- 
sol von Pf lanzenzellen zu einer. Steigerung der Glykolyse und 
der Respiration f uhrt . 

Dieses uberraschende Ergebnis wird durch veranderte Gehalte 
an Metaboliten und veranderte Enzymaktivitaten in Knollenex- 
trakten der GK-Pflanzen unterstrichen. Es wurde eine bis zu 
funffache Erhohung des Glucose-6-Phosphatgehaltes, eine bis 
zu funffache Erhohung des Fructose-6-Phosphatgehaltes , eine 
ca. 4 0%ige Steigerung des 3-Phosphoglyceratgehaltes, eine 
etwa sechsfache Zunahme des Pyruvatgehaltes und eine bis zu 
50%ige Steigerung des ATP-Gehaltes nachgewiesen (vgl. Ta- 
belle IV) . 



Tabelle IV 



Metabolit 


Kontrolle 


U-Inv-2 


GK-38 


Glucose - 6 - Phosphat 


107±15 


343±19 


513±56 


Glucose - 1 - Phosphat 


13±1 


25±2 


17+4 


Fructose- 6 -Phosphat 


29±5 


100±6 


153±19 


UDP-Glucose 


126±12 


91±11 


107±4 


3 -Phosphoglycerat 


92±18 


127+22 


135+35 


Phosphoenolpyruvat 


33±4 


34±8 


37±11 


Pyruvat 


15+3 


27±5 


84±23 


ATP 


32±2 


27±7 


45±7 


ADP 


24±2 


25±4 


28±2 



Die hier dargestellten Metabolitmengen sind der Mittelwert 
von mindestens funf Messungen ausgehend von funf unabhangi- 
gen Pflanzen, Die Werte sind in nmol g" 1 Frischgewicht ange- 
geben . 

Des weiteren wurde gezeigt, da& die Aktivitat von Enzymen, 
welche Reaktionen der Glykolyse katalysieren, in Knollenex- 
trakten der GK-Pflanzen erhoht ist (vgl. Tabelle V) . 
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Ss sind z.B. die spezif ischen Aktivitaten der Fructokinase, 
der Phosphof ructokinase , der Glyceraldehyd-3 -Phosphat -Dehy- 
drogenase ( GAP - DH ) una der Pyruvatkinase erhoht . 
Die Expression einer Invertase _im Cytosol von Pf lanzenzellen 
in Kombination mit der Expression eine Glucokinase im Cyto- 
sol von Pf lanzenzellen stellt also ein Verfahren dar, wel- 
ches zu einer Steigerung von Glykolyse und Respiration 
f uhrt . 



Tabelle V 



Enzym 


Kontrolle 


U-Inv-2 


GK-3 8 


Saccharosesynthase 


41+5 


15+4 


236+85 


Fructokinase 


52±2 


90+7 


88±5 


Phosphoglucomurase 


1635+150 


1354±79 


1408±24 


Phosphof rue c ok ir.ase 


54±4 


89+7 


98±4 


GAP-DH 


942+56 


1791±190 


1926+145 


Phosphoglycerackinase 


883+83 


962±78 


901±22 


Phosphoglyceracrr.ucase 


539±68 


553+19 


615±21 


Pyruvatkinase 


532±42 


551±29 


688±33 



Die hier dargestellten Enzymaktivitaten sind der Mittelwert 
von mindestens funf Messungen ausgehend von funf unabhangi- 
gen Pflanzen. Die Werte sind in nmol min' 1 mg' 1 Frischge- 
wicht angegeben, 

Beispiel 4 

Bestiinmung des Gasaustausches von Knollen 

% Die C0 2 -?roduktion wurde bei noch wachsenden Knollen (Ta- 

belle VI) bestimmc. 
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Tabelle VI 

Kontrolle U-Inv-2 GK-38 

C0 2 18±2,0 58±7,0 84±6,0 

Die hier dargestellten Werte sind die Mittelwerte von sechs 
Messungen ausgehend von sechs unabhangigen ?f lanzen. Die 
Werte sind in mmol C0 2 g" 1 Frischgewicht angegeben. 

Die in Tabelle VI angegebenen Daten zeigen, daS die Produk- 
tion des Kohlendioxids in den U-Inv-2-Pf lanzen um den Faktor 
3 und in den GK-Pf lanzen um den Faktor 5 erhoht ist. 
Dieses uberraschende Ergebnis bedeutet, daS die Expression 
einer Invertase im Cytosol in Kombination mit der Expression 
einer Glucokinase ein Verfahren darstellt, welches zu einer 
Steigerung der Glykolyse und der Respiration in pflanzlichen 
Zellen fuhrt. 

Die in den oben beschriebenen Experimenter, angegebenen 
Kontrollen sind jeweils nicht-transf ormierte ?f lanzen der 
Pflanzenart bzw. Unterart, die fur die Transformation ver- 
wendet wurde. 
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Patennanspriiche 

1. Transgene Pf lanzenzelle mit einer in Vergleich zu nicht- 
transformierten ?f lanzenzellen gesteigerten Glykoly- 
serate, bei der es auf grund der Einfiihrung und Expres- 
sion von DNA-Sequenzen, die eine cytosolische Invertase 
codieren, sowie von DNA-Sequenzen, die eine cytosoli- 
schen Hexokinase codieren, zu einer Erhohung der Inver- 
tase- und Hexokinaseaktivitat kommt. 

2. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1, wobei die In- 
vertase ein dereguliertes Enzym ist . 

3. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch l, wobei die In- 
vertase ein unreguliertes Enzym ist . 

4 . Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
3, wobei die Hexokinase ein dereguliertes Enzym ist. 

5 . Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
3, wobei die Hexokinase ein unreguliertes Enzym ist. 

6. Transgene Pflanzen nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wo- 
bei die Hexokinase eine Glucokinase ist . 

7. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 
6, wobei die die Invertase codierende DNA-Sequenz eine 
Invertase eines Pilzes codiert. 

8. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 7, wobei die 
Invertase eine Invertase aus Saccharomyces cerevisiae 
ist . 

9. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 8, wobei die DNA- 
Sequenz, die die Invertase codiert, das Suc2-Gen aus 
Saccharomyces cerevisiae ist. 
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10. Transgene Pf lanzenzelle r.ach einem der Anspruche 1 bis 
9, wobei die Hexokinase eine Hexokinase aus einem proka- 
ryontischen Organismus ist. 

11. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 10, wobei die 
Hexokinase eine Glucokinase aus Zymomonas mobilis ist. 

12. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 

11, wobei die DNA-Sequenz, die die Invertase codiert, 
unter der Kontrolle eines gewebespezif ischen Promotors, 
eines Promoters, der zu einem bestimmten Entwicklungs- 
zeitpunkt der Pflanze aktiv ist, oder eines Promotors, 
der durch auSere Faktoren induzierbar ist, steht. 

13 . Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche l bis 

12, wobei die DNA-Sequenz, die die Hexokinase codiert, 
unter der Kontrolle eines gewebespezif ischen Promotors, 
eines Promotors, der zu einem bestimmten Entwicklungs- 
zeitpunkt der Pflanze aktiv ist, oder eines Promotors, 
der durch auiSere Faktoren induzierbar ist, steht. 

14. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 

13, die eine Zelle einer Nutzpflanze ist. 

15. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 14, die eine Zelle 
einer olspeichernden Pflanze ist. 

16. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 15, die eine Zelle 
einer Raps-, Sojabohnen-, Sonnenblumen- oder Olpalmen- 
pflanze ist. 

17. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 14, die eine Zelle 
einer starkespeichernden Pflanze ist. 



18. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 17, die eine Zelle 
einer Mais-, Reis-, Weizen-, Gersten-, Roggen-, Hafer- 
oder Kartoffelpf lanze ist. 
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19. Transgene Pflanze erhaltlich durch Regeneration einer 
Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 18 . 

20. Transgene Pflanze enthaltend Pf lanzenzeilen nach einem 
der Anspruche 1 bis 18. 

21. Transgene Pflanze nach Anspruch 19 oder 20, bei der auf- 
grund der Steigerung der Glykolyserate in Geleitzellen 
die Transportrate von Photoassimilaten erhoht ist. 

22. Transgene Pflanze nach einem der Anspruche 19 bis 21, 
bei der aufgrund der Steigerung der Glykolyserate in 
Zellen der Wurzelepidermis oder der Wurzelhaare die Auf- 
nahme von Mineralien aus dem Boden erhoht ist . 

23. Transgene Pflanze nach einem der Anspriiche 19 bis 22, 
bei der aufgrund der gesteigerten Glykolyserate im Endo- 
sperm und/oder in den Cotyledonen von Samen die Fettsau- 
rebiosynthese erhoht ist. 

24. Transgene Pflanze nach einem der Anspruche 19 bis 23, 
bei der aufgrund der gesteigerten Glykolyserace in einem 
Organ der Fettsauregehalt erhoht ist bei gleichzeiciger 
Verringerung des Starkegehaltes . 

25. Vermehrungsmaterial einer Pflanze nach einem der Anspru- 
che 19 bis 24, enthaltend transgene Pf lanzenzeilen nach 
einem der Anspruche 1 bis 18. 

26. Verfahren zur Herstellung transgener Pf lanzenzeilen mit 
gesteigerter Glykolyserate, bei dem in pflanzliche Zel- 
len DNA-Sequenzen eingebracht werden, die eine cytosoli- 
sche Invertase codieren, sowie DNA-Sequenzen, die eine 
cytosolische Hexokinase codieren, und diese DNA-Sequen- 
zen in den transf ormierten Pf lanzenzeilen exprimiert 
werden . 
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27. Verfahren nach Anspruch 26, v/obei die Invertase ein de- 
reguliertes cder unreguliertes Enzym ist. 

28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, wobei die Hexokinase 
ein dereguliertes oder unreguliertes Enzym ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 28, wobei die 
Hexokinase eine Glucokinase ist. 

30. Rekombinantes DNA-Molekul enthaltend folgende DNA-Se- 
quenzen: 

(i) eine DNA-Sequenz, die eine cytosolische Invertase 
codiert, in Kombination mit DNA-Sequenzen, die die 
Transkription und Translation in pflanzlichen Zel- 
len gewahrleisten; und 

(ii) eine DNA-Sequenz, die eine cytosolische Hexokinase 
codiert, in Kombination mit DNA-Sequenzen, die die 
Transkription und Translation in pflanzlichen Zel- 
len gewahrleisten. 

31. Rekombinantes DNA-Molekul enthaltend eine DNA-Sequenz, 
die ein Protein mit der enzymatischen Aktivitat einer 
Hexokinase codiert, in Kombination mit DNA-Sequenzen, 
die die Transkription und Translation in pflanzlichen 
Zellen gewahrleisten. 

32. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 30 oder 31, wo- 
bei die Hexokinase eine Glucokinase ist . 

33. Verwendung von DNA-Sequenzen, die eine Invertase codie- 
ren, zur Herstellung von transgenen Pf lanzenzellen, die 
im Vergleich zu nicht-transf ormierten Pf lanzenzellen 
eine gesteigerte Glycolyserate aufweisen. 

34. Verwendung von DNA-Sequenzen, die eine Hexokinase co- 
dieren, zur Herstellung von transgenen Pf lanzenzellen, 
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die im Vergiaich zu nicht-transf ontiierten Pflanzenzellen 
eine gesteigerte Glykolyserace aufweisen. 

35. Verwendung nach Anspruch 33, wobei die Haxokinase eine 
Glucokinase ist. 



WO 97/07221 



PCT/EP96/03514 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In*" national Application No 

KT/EP 96/03514 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/82 C12N15/54 C12N15/55 A01H5/OG 




According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 




B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N A01H 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic d 


iata base consulted during the international search (name of data has 


£ and, where practical, search terms used) 




C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


THE PLANT CELL, 

vol. 6, November 1994, 

pages 1665-1679, XP002020817 

JANG, J.C., ET AL-: "Sugar sensing in 

higer plants" 

see page 1675, left-hand column, last 
paragraph - right-hand column 


31 


X 


W0,A,94 28149 (MONSANTO CO ; BARRY GERARD 
FRANCIS (US); KI SHORE GANESH MURTHY (US)) 
8 December 1994 
see page 5, line 28 - line 35 


31 






■/-- 




| X| Further documents are listed in the continuation of box C. 


X | Patent family members are listed in annex. 


* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority dairies) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the ait. 

*&* document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 

11 December 1996 


Date of mailing of the international search report 

07. 0197 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. S818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Maddox, A 



Form PCT/1SA/210 (second theel) (July 1992) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In»— national Application No 

K,r/EP 96/03514 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category " Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p,x 



p,x 



ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN SOCIETY OF 
PLANT PHYSIOLOGISTS, SAN ANTONIO, TEXAS, 
USA, JULY 27-31, 1996. PLANT PHYSIOLOGY 
(ROCKVILLE) 111 (2 SUPPL.). 1996. 169., 
XP0G202O818 

TRETHEWEY R ET AL: "Glucokinase activity 
in potato tubers: A key step for the 
regulation of metabolism." 
see abstract 798 

W0,A,96 17069 (INST GENBIOLOGISCHE 

FORSCHUNG ;K0SSMANN JENS (DE); SPRINGER 

FRANZI) 6 June 1996 

see page 6, paragraph 7 

see page 9, last paragraph; claims 9,17 

EP,A,0 442 592 (INST GENBIOLOGISCHE 
FORSCHUNG) 21 August 1991 
see the whole document 

EP.A.O 438 904 (CAMBRIDGE ADVANCED TECH) 

31 July 1991 

see the whole document 

THE PLANT JOURNAL, 

vol. 1, no. 1, 1991, 

pages 95-106, XPOO202G819 

SONNEWALD, ET AL.: "Transgenic tobacco 

plants expressing yeast-derived invertase 

in either the cytosol, vacuole or 

apoplast: a powerful tool for studying 

sucrose metabolism and sink/source 

interactions" 

see page 104, left-hand column 
PLANTA, 

vol. 194, 1994, 

pages 95-101, XP00202082G 

BURRELL, M.M., ETAL.: "Genetic 

manipulation of 6-phosphofructokinase in 

potato tubers" 

see the whole document 

PLANTA, 

vol. 192, 1994, 
pages 16-30, XP002020821 
HAJIREZAEI, M., ETAL.: "Transgenic 
potato plants with strongly decreased 
expression of 

pyrophosphate :fructose-6-phosphate 
phosphotransferase show no visible 
phenotype and only minor changes in 
metabolic fluxes in their tubers" 
see the whole document 



1-14, 
17-20, 
26-29, 
31-35 



31,32 



1-35 



1-35 



1-35 



26 



26 



F«m PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1993) 



page 2 of 



3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT mr**** Application no 

Ki'/EP 96/03514 


C^ContinuaOon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


W0,A,95 05457 (JAPAN TOBACCO INC ;HIY0SHI 

TORU (JP); MINE TOSHIKI (JP); KASAOKA K) 

23 February 1995 

see the whole document 

& EP,A,0 677 581 (JAPAN TOBACCO) 18 

October 1995 

see page 5, line 5 - line 14 


26 



Form PCT/IS A/210 {continuation of second sheet) (July 1992) 



page 3 of 3 



JMEKNA&iOjNAi* SiLARCH Kn^URi 

Infonnation on patent family members 



Int^ational Application No 

Kf/EP 96/03514 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



AU-A- 


6947394 


20-12-94 


CA-A- 


2162383 


08-12-94 


CN-A- 


1127016 


17-07-96 


EP-A- 


0701618 


20-03-96 


HU-A- 


73468 


28-08-96 


PL-A- 


311755 


18-03-96 



W0-A-9428149 



08-12-94 



WO-A-9617069 


06-06-96 


DE-A- 


4444460 


30-05-96 






AU-A- 


4177096 


19-06-96 


EP-A-0442592 


21-08-91 


DE-A- 


4004800 


14-08-91 






AU-B- 


650639 


30-06-94 






AU-A- 


7089891 


15-08-91 






CA-A- 


2036103 


14-08-91 






JP-A- 


5049482 


02-03-93 






US-A- 


5436394 


25-07-95 



EP-A-0438904 31-07-91 AU-A- 6836590 04-07-91 

JP-A- 4341126 27-11-92 
US-A- 5387756 07-02-95 



WO-A-9505457 23-02-95 CA-A- 2147355 23-02-95 

EP-A- 0677581 18-10-95 



INTERNATTONALER RECHERCHENBERICHT 



r ^nuticmalcs Aktenzeichen 

fCT/EP 96/03514 



A. KLASSIFIZIER.UNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/82 C12N15/54 C12N15/55 AO1H5/0G 



Nach der International cn Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Klasafikanon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rccherchierter MinaestprufstofJ (fUassifikauonssystan und Klasafitetionssymbole ) 

IPK 6 C12N A01H 



Recherchierte abcr nicht zum Mindestprufstoff gehdrende VeroffenOichungen, sowett diese unter die rechcrchierten Getrietc fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuluerte elektronische Datcnbank (Name der Oatenbank und evtl, verwcndete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



THE PLANT CELL, 

Bd. 6, November 1994, 

Seiten 1665-1679, XP09202O817 

JANG, J.C., ET AL.: "Sugar sensing in 

higer plants" 

siehe Seite 1675, linke Spalte, letzter 
Absatz - rechte Spalte 

WO, A, 94 28149 (MONSANTO CO ; BARRY GERARD 
FRANCIS (US); K I SHORE GANESH MURTHY (US)) 
8.Dezember 1994 

siehe Seite 5, Zeile 28 - Zeile 35 

-/-- 



31 



31 



Y Weitere VerofTentlichungen sind der Foitsetzung von Fdd C zu 
—I entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Bcsondere Kategorien von angegebenen VerofTentlichungen : 

* A' Veroffentlichung, die den aUgemeincn Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E' al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmddedatum veroffentlicht worden ist 

"L* Veroffentlichung, die geeignet ist, dnen Priohtatsanspmch zwdfdhaft er- 
schdnen zu I ass en, oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbehcht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O" Veroffentlichung, die sich auf dne mundliche Offcnharung, 

dne Benutzung, cine Ausstdlung oder andere MaOnahmen bezxeht 

"P* Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmddedatum, aber nach 
dem bcanspruchtcn Prion tatsdatum veroffentlicht worden ist 



*T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmddedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmddung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugnmdeli egenden Prinzips oder der ihr zugrunddiegenden 
Theohe angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alletn aufkrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Taugkdt beruhend betrachtet wcrden 

*Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkdt beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerdflenUichung mit dner oder mehreren anderen 
Veroffendichungen dieser Kategone in Verbindung gebracbt wird und 
diese Verbindung fur dnen Fachmann nahdiegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied dersdben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



ll.Dezember 1996 



Absendedatum des internanonalen Recherchenbcrichts 



0 7. 01 97 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 58 1 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Maddox, A 



Formblatt PCT/ISA/210 (BUtt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



' "mationales Alctenzachen 



C(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 




Bczei chnung der Veroffenthchung, sowat erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Retr. Anspntch Nr. 


P,X 


ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN SOCIETY OF 
PLANT PHYSIOLOGISTS, SAN ANTONIO, TEXAS, 
USA, JULY 27-31, 1996. PLANT PHYSIOLOGY 
(ROCKVILLE) 111 (2 SUPPL.). 1996. 169., 
XP002020818 

TRETHEWEY R ET AL: "Glucokinase activity 
in potato tubers: A key step for the 
regu 1 ati on of metabol i sm. n 
see abstract 798 


1-14, 
17-20, 
26-29, 
31-35 


P,X 


W0.A.96 17069 (INST GENBIOLOGISCHE 

FORSCHUNG ; KOSSMANN JENS (DE); SPRINGER 

FRANZ I) 6.Juni 1996 

siehe Seite 6, Absatz 7 

siehe Seite 9, letzter Absatz; AnsprUche 

9,17 


31,32 


A 


EP,A,0 442 592 (INST GENBIOLOGISCHE 
FORSCHUNG) 21. August 1991 
siehe das ganze Dokument 


1-35 


A 


EP,A,0 438 904 (CAMBRIDGE ADVANCED TECH) 

31. Jul i 1991 

siehe das ganze Dokument 


1-35 


A 


THE PLANT JOURNAL, 

Bd. 1, Nr. 1, 1991, 

Seiten 95-106, XP002020819 

SONNEWALD, ETAL.: "Transgenic tobacco 

plants expressing yeast-derived invertase 

in either the cytosol, vacuole or 

apoplast: a powerful tool for studying 

sucrose metabolism and sink/source 

interactions" 

siehe Seite 104, linke Spalte 


1-35 


A 


PLANTA, 

Bd. 194, 1994, 

Seiten 95-101, XP002020820 

BURRELL, M.M., ETAL.: "Genetic 

manipulation of 6-phosphofructokinase in 

potato tubers" 

siehe das ganze Dokument 


26 


A 


PLANTA, 

Bd. 192, 1994, 
Seiten 16-30, XP002020821 
HAJIREZAEI, M., ETAL.: "Transgenic 
potato plants with strongly decreased 
expression of 

pyrophosphate:fructose-6-phosphate 
phosphotransferase show no visible 
phenotype and only minor changes in 

metabol ic fluvp* in their +iihor>c 1 ' 

lib if auv i ii, i i III Lilt? 1 1 LUUCiS 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 


26 



Seite 2 von 3 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT Mm*** 

rCT/EP 96/03514 


C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


ICategorie" 


Bezeichnung der Veroflcntlidiung, so wen crfordcrlich unter Angabc dcr in Bctracht kornmenden Talc 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


W0.A.95 05457 (JAPAN TOBACCO INC ;HIY0SHI 

TORU (JP); MINE TOSHIKI (JP); KASAOKA K) 

23.Februar 1995 

siehe das ganze Dokument 

& EP.A.O 677 581 (JAPAN TOBACCO) 

18.0ktober 1995 

siehe Seite 5, Zeile 5 - Zeile 14 


26 



Formblatt PCT/ISA/310 (ForUettung von fiJm 2) (JuU 1992) 



Seite 3 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


In*— rationales Aktenzeichen 

Kf/EP 96/03514 


Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Verdffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
VertiffenUichung 


W0-A-9428149 


08-12-94 


AU-A- 6947394 


20-12-94 



CA-A- 2162383 08-12-94 

CN-A- 1127016 17-07-96 

EP-A- 0701618 20-03-96 

HU-A- 73468 28-08-96 

PL-A- 311755 18-03-96 



WO-A-9617069 06-06-96 DE-A- 4444460 30-05-96 

AU-A- 4177096 19-06-96 



EP-A-0442592 



21-08-91 



DE-A- 


4004800 


14-08-91 


AU-B- 


650639 


30-06-94 


AU-A- 


7089891 


15-08-91 


CA-A- 


2036103 


14-08-91 


JP-A- 


5049482 


02-03-93 


US-A- 


5436394 


25-07-95 



EP-A-0438904 


31 


-07-91 


AU-A- 
JP-A- 
US-A- 


6836590 
4341126 
5387756 


04-07-91 
27-11-92 
07-02-95 


WO-A-9505457 


23 


-02-95 


CA-A- 
EP-A- 


2147355 
0677581 


23-02-95 
18-10-95 



FanrttUtt PCT/1SA/210 (Anlung Pilcnt/iraili«}(Juli 1992) 



